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ABSTRACT

Drought tolerance of plants is a complex charadtdiuenced both constitutive and stress
responsible traits.

The aim of this work was to identify differencesviheat seedlings responses to drought stress at
the physiological a molecular level. The plantshoe winter wheat varieties (Meritto, Etela and
Venistar) and a Syrian line with different tolerarto drought were cultivated until the stage of 4-5
leaves and then subjected to drought. Stress oeaofi plants was evaluated by Relative Water
Content (RWC) and Osmotic Pressure (OP) in leamdsg expression level of twBor/Leagenes
(Wdhnl3andWrab13.

The obtained results clearly indicate a relatiotwen the expressions of both genes and tissue
water content; the reduction in RWC was stronglyraxted with changes in genes activity.
Particularly thewdhn13gene expression in Meritto variety increased etlesugh the tissue
hydration level was only slightly reduced, whicmdae related to the good adaptiveness of this
genotype to stress.
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uvoD

Vzhledem k vyraznym klimatickym znam, které s seboufiipaSeji vysSi teploty, nizsi
srazky a jejich nevyrovnané rozlozeghbm vegeténiho obdobi, ukazuje se jako stale aktidin
vybér tolerantijSich genotyp. ZvySeni vynosu ze&délskych plodin v suchych podminkéach je
cilem vyzkunti po celém sité. Fi vybéru genotyfi nezélezi jen naipziti rostlin v podminkéach
vodniho deficitu, ale vifpads hospod#skych plodin i na ziskani kvalitniho vynosu v podhkdich
sucha (Blaha, 2011), (Shabala,2012).

Po vystaveni rostlin stresovym podminkam u nichhdat k indukci cel&ady biochemickych
a fyziologickych znin, které snstuji k vytvareni ochrannych mechanignzangtenych na &inné
vyuzivani dostupné vodyfigemz nejodol¥jsi genotypy byvaji ty, které vykazuiji toleranciviae
trovnich sotiasré (Riechmann et al. 2000). Snizeni RWC #ighu indukovaného stresu
pozoroval Keyan (2010) na rostlinach pSenice. &jist rozdily mezi #kterymi genotypy
vyswétluje lepSi schopnosti absorbovat voduidypnebo lepSi moznosti zabranit ztratam vdole
Keyana (2010) genotypy, které jsou odgsh suchu, maji vyssi relativni obsah vody v liktec
Sucho je spojeno s nedostatkem vody fidey a proto akumulace dehydrinovych praiei@lmi
tasto koreluje s odolnosti rostliny k stresovym pad@m a mohly by byt vyznamnymi
aplikovatelnymi markery suchovzdornosti rostlin ighiza et al. 2004). V poslednich letech jsou
pro hodnoceni citlivosti rostlin i¢i abiotickému stresu vyuzivany také postupy vycfidze

z hodnoceni exprese ochrannychigee skupiny Cor/Lea (n&pSuprunova et al., 2004).

Cilem naSi prace bylo porovnat meziodlové rozdily v #kterych fyziologickych
znacich a expresi ochrannych gee skupinyCor/Lea(Wdhn13aWrab17, které by bylo mozné
pouzit jako navrh selékich kritérii @i vybéru vhodnych odrd do suchych podminek pro dalsi
Slechtni a sodasre sledovat reakce odliSnych genaiypa stejné stresové podminky.

MATERIAL A METODIKA

Pro porovnani stresové reakce na nahlé suchistevé vegetativni fazi byly vybranyi odridy
pSenice ozimé (Meritto, Etela a Venista&sivané v nasi republice a jedna syrska synteliicica
pochéazejici z ICARDA Syrie. Zvolené ddiy se liSi citlivosti w¢i suchu. Jejich hodnoceni
probihalo v rdmci viceletych pokiuspii kterych byly hodnoceny vynosy na suchych lokalita
a v nadobovych pokusechi péstovani wizenych rezimech omezené zalivky. Nejcifjsi vaci
suchu se jevila odda Etela. Venistar je otila dopordgovana do suchych podminek a takétddr
Meritto vykazovala znmou toleranci u¢i suchu. O synteticka linii S1, kterou jsmetamdily
do hodnoceni, nejsou zatim dostupné informace wniigitlivosti vici suchu.
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PSenice byly vysety do truhliku s hrubym perlitesd kazdé odrdy 3 truhliky po 20 rostlinach).

Rostliny byly nechany v rezimu 12 hodinového drie tpplotach 18°C a 12 hodinové noci
pti teplotach 10°C az do stadia 3-4 pravychiligddiida Merrito za stejnych podminek narostla
0 1 pravy list vice nez ostatni. Rostliny byly \&gay z truhliku a osuSeny na fikkrdm papiru.

Rozdily mezi genotypy vreakci na vodni stres bpigieny pomoci RWC (Relative water
contents). Fyziologické hodnoceni RWC bylo hodnocelle Barr and Weatherley, (1962).
Odstizené, neposkozené, druhé nejmladsi listy se zvdFibdnota H) a ponechaly 4 hodiny
na s¥étle v uzavené nadob na hladig vody (Petriho miska). Po této dofsme listy zvazily (H)

a nasled# vysusily do konstantni hmotnosti {H Rostliny dolle zasobené vodou maji RWC mezi
90-100 %, hodnoty okolo 70 % indukuiji silny strB8VC souvisi s velikosti biky a mize silrg
odrazet rovnovahu meztipodem vody do ligt a transpiraci Fisher and Wood, (1979).

RWC (%) = 100* (H- Hs) / ( Hs- Hy)

Vzorky na hodnoceni osmotického potencialu bylybddny v 11 odérech z nejmladSich list
usychajicich rostlin a vlozeny do sterilnich plagth stikatek a zamrazen. OP (Osmotic
potencial) byl nsten pomoci fistroje VAPRO 5600 (Vapor pressure osmometr) v rejsicasti
usychajicich rostlin. Po rozmrazeni byla tlakemaggna tekutina pro #ieni hodnoty osmolarity,
kter& byla vynasobena koeficientem (-0,00227) rdnbtu osmotického potencidlu.

Vzorky na izolaci byly odebirany v 18asovych intervalech. K-kontrola, 1-10 min, 2-15 min
3-20 min, 4-25 min, 5- 30 min, 6-60 min, 7-90 m&2h, 9-3h, 10-4h, 11-5h, 12-6h, 13-7h,
14-8h, 15-9h, 16-10h, 17-12h, 18-24h. Izolace RNyntéza cDNA a gPCR byly provedeny za
pomoci komeamich kiti dle standardnich protokol V PCR reakcich byly pouzity jiz znamé
geno¢ specifické primery (Kobayashi et al., 2008, Hol&ost al., 2009). Podminky reakci pro
jednotlivé geny bylyasténe prevzaty z Holkova et al., 2009 a optimalizovany.dRehi exprese
geni byla paitana dle Pfaffl, 2001. Hodnoceni exprese bylo pd@no proti referemimu genu
ubiquitin.

VYSLEDKY A DISKUZE

V podminkéch postupného usychani celych rostlinabjlodnocena exprese dvou ten
(Wdhnl3aWrabl7 Oba geny jsou aktivovany suchem a proteiny, ktgré geny kéduji, jsou
zapojeny v ochrannych mechanismech rostlinnycrélbopnoti vysychani (Kobayashi et al., 2008).
Rychlejsi nastupsi vysSi Grové exprese odpovidajicich gerv zavislosti na stresovém stavu
rostlin by n€ly byt vlastnosti tolerantjSich genotyp. Nastup a pibéh exprese obou gérbyla
sledovana v fibéhu postupného usychani rostlin zéeg definovanych podminek, aby bylo
moZno porovnat iedpokladané oddové rozdily. Urovié exprese genWrab17byla v porovnani
s Urovni exprese ge'ldhn13 pongrné nizka a v pibéhu usychani rostlin zgag¢ kolisala, proto
jsme se zagili vice na hodnoceni exprese gamahn13(obr. 1).
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Obr.1 Hodnoceni relativni exprese (RE) genu Wdhnl®ibéhu postupného usychani rostlin
pSenice 0zimé; porovnani reakceigmych odfd /linie s odliSnou citlivostizi¢i suchu
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Nastup aktivity tohoto genu se projevil nigjet u odfidy Meritto. Jiz po 25 minutach od vytazeni
rostlin z truhliku bylo zaznamenano dvojnasobnéSeny oproti kontrolnim rostlinam. K dalSimu
naiistu exprese doslo po 90 minutach (7. @ylla po 7 hodinach postupného usychani doslo
k ustaleni exprese tohoto genu na 5-7 nasobekidgootrolam. U odiidy Venistar byly sice
zaznamenany ve dvou astbch (4 a 9 hodin usychani) az dvojnasobpssi hodnoty relativni
exprese tohoto genu, ale gaoesni zvySeni exprese nad Urdvé&ontrol bylo zaznamenano az
v 9. odigru, tedy az po 3 hodinach postupného usychani.bh@ddynamika exprese hodnoceného
genu byla pozorovana u ddly Etela a linie S1. Uroveexprese celkavvsak byla oproti Merittu

a Venistar nizsi, coz bylo patrné hlgwnlinie S1. Jak uk&zalo nasledné porovnani hodsativni
exprese tohoto genu se postupem vadnuti ¥grho hodnotami RWC (obr. 2fiajSi nastup
zvySovani exprese gerivdhn13u odifidy Meritto nesouvisel s Grovni vadnuti. Doslo &nu

v dobg, kdy si rostliny je&t udrzovaly vysoky obsah vody v listech (RWC = 90®ydobny jev
zaznamenali ve svych experimentech Rampino ef24106) u pSenice tvrdd ( durun) Aktivace
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exprese jimi sledovanych gerze skupinyCor/Leabyla u genotyp tolerantijSich vi¢i suchu
zaznamenavanaiige (pi vySSich hodnotdch RWC) nez u gendtypitlivéjSich. Pré nebyl
podobny mechanismus pozorovan u tolyr Venistar neni jasné. fiP rastu v girozenych
podminkéach jeizjmé nahrazen jinym ochrannym nebo reguiam mechanismem. Podabtomu
miZe byt u syntetické linie S1, ale u ni neni jigiga je Wici suchu tolerantni. PoSkozeni porostu
této linie v polnich podminkach po z2iIn2011/2012 (data zde neuvedena) ukazuje na Slezsi
toleranci k abiotickému stresu, coz by bylo v sdula vysledkem naSeho experimentu.

Tésny vztah mezi Urovni vysychani a nasledného vadostiin vyjadenou hodnotami RWC a OP
a Urovni stresové reakce hodnocené na uUrovnielagixprese obou génWdhn13i Wrabl?)

je vyjaden pomoci statisticky pkaznych hodnot koretaich koeficieni (tab. 1). Korelani
koeficienty dokazuji zavislost relativni expreseng®/dhn13a Wrab17na RWC i OP u odidy
Venistar. U odidy Etela byla zji#ha zavislost RWC a OP pouze u génidhnl3a u odidy
Meritto byla prokazéna zavislost gernWdhnl3 pouze na RWC. U syntetické syrské linie
je zéavislost RWC i OP u obou gerDle Kamoshita et al., 2008 jsou genotypy, kteléziivySsi
RWC odolrgjsi viici suchu, protoZze maji vyssi stav wnitvody. Z naSich hodnocenych gendtyp
(obr. 2) si po dobu vysychani dokazala udrzet vi&ginotu RWC nad 70 % az do 90 minut
po wytazeni z truhliku ofida Meritto. Odiida Meritto pati v naSich klimatickych podminkéach
k tzv. stabilnim odrdam, pro které je typicky stabilni vynos Wuznych prostdich (Smutna
a Ryskova 2012). Tahara et al., (1990) pozorovatitivni vztah mezi vynosem zrna a RWC
meéienym v pfibéhu reprodukniho stadia u pSenice. Gy s vySSi vi#znosti udrzovaly vyrazn
vySSi RWC nez mélo vynosné édy. NizSi pokles RWC vlivem suchem indukovanéhesstr
je spojovan se schopnosti tolerafifich genotyf) 1épe absorbovat vodu zigly a/nebo lepsi
schopnosti zabranit ztratam vodiep piiduchy (nap. Keyvan, 2010). V naSich experimentalnich
podminkéch byly rostliny vytazeny #gy, proto zde mohl §sobit pouze druhy faktor, tedy
regulace transpirace, ale mohly zdésgbit je3¢ dalSi faktory. Rostliny oddy Meritto rostly
rychleji, mély v danych podminkach o jeden list vice, a protdyma listovych pletivech k dispozici
vice vody pro distribuci do mladSicasti rostliny. Hodnoty RWC a aktivita gebyla sledovana
vzdy u druhého listu odshora.

Odriida Venistar by ila mit dle Smutné a Ryskové, 2012 vySSi miru adapta suché podminky
prokazanou viceletymi polnimi pokusy. Hodnota RWCodridy Venistar vSak pada pod
70 % (obr. 2) jiz po 25 minutach od vytazeni z lituh V dané fazi istu rostliny této odidy
nevykazovaly vysSi odolnost nez rostliny ostatrodnid. Schonfeld et al. (1988) doSel k zah

Ze [ vySSim stresu pSenice suchem klesd RWC a obvgldene vzdy, v podminkach sucha maji
kultivary s vy$§i odolnosti k suchu vy§§i hodnoW@® Ritchie et al. (1990) uvadi, ze vyss§i RWC
je vysledkem lepSi osmotické regulace nebo éngnuznych buinych stn. Relativié vysoka
urovei exprese genwVdhn13by mohla ukazovat naffpomnost dalSich ochrannych mechanism
které se mohou projevit Wipozenych podminkach st v pidé). Sowasti mechanisin jeji
adaptace na sucho by mohla byt olkegysSi Grové exprese genze skupinyCor /Lea
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Tab. 1 Korel@ni koeficienty (r) vyjatljici vztahy mezi relativni expresi gewdhn13 a Wrab 17

a fyziologickym stavem rostlin jednotlivych #ditinie vyjadenym hodnotami RWC a OP
v pribéhu postupného vysychani rostlin

VEN RE Wdhn13 RE Wrab17
RWC -0.70" -0.55+
oP -0.54* -0.87**
ETE RE Wdhn13 RE Wrab17
RWC -0.78** -0.43
oP -0.73%* -0.35
MER RE Wdhn13 RE Wrab17
RWC -0.75%* 0.14
oP -0.33 -0.05
s1 RE Wdhn13 RE Wrab17
RWC -0.81% -0.58*
oP -0.64% -0.65**

** P=0,01, * P=0,05

U rostlin jemene jarniho bylo pozorovano (Mikulkova et al, 2008e aktivace &kterych
dehydrinovych gei u tolerantgjSich genotyf byla zaznamenéna pagd pravdipodobré
v souvislosti s odliSnym fyziologickym stavem rastlza stejnych aktivanich podminek
ovlivnénym pravépodobrE odliSnou mirou nebo Agobem adaptace na sucho.

Na obrazku 2 je znazan vztah mezi regulaci exprese geWwdhnl3 a RWC i postupném
usychéni lisi. Odrida Meritto a Etela reagujtigoklesu hodnoty RWC viéistem aktivace exprese
genuWdhn13.Syrska synteticka linie reaguje na ztratu vodysta lvyjadienou hodnotou RWC
pouze nizkym nastupem relativni exprese gétahnl3
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Obr. 2 Vzajemny vztah mezi regulaci exprese germin¥&da postupem usychanidistanym
hodnotami RWC u hodnocenych dditinie
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ZAVER
V podminkéach tohoto experimentu byl prokazan jedatizy vztah mezi ztratou vody z listovych
pletiv a drovni exprese géiWdhn13aWrab17u pSenice ozimé

Opakovak se projevily vazby tolerangjSich odfid na divejSi nastup a/nebo vyssi Urdvexprese
geni ze skupiny Cor/Lea.

Na z&klad hodnoceni nasledujicich paraniestresové reakce (zmy RWC, OP, a relativni
exprese gehWdhn13aWrabl7 se jako nejvice tolerantni genotyp jevilaiath Meritto. Rostliny
této odfidy nejdéle drzely vodu v listovych pletivech nadviri RWC = 70 % a byl u nich
zaznamenan nejrychlejsi nastup ochranné reakceawamilaktivace geniwdhnl3 Pozorované
vlastnosti by mohly fispivat k vynosové stabidittéto odfidy.
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